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研究成果
HCVの持続感染の遮断が肝がん発症の'ノスクを低下させると期待きれる。RNA
依存RNA合成酵素(RdRP)であるNSSBはHCV複製遮断の有力な標的である。
NS5Bに集約型(Cm)及び置換型(Pm)変異を導入しRdRP活性の検討を行い､RdRP
活性に必須な5残基を新たに報告した。本研究では、RdRP活性と構造の研究
を進め、NSSBと相互作用するHCVNSSAと宿主蛋白ヌクレオ】ノンのRdRP活
性への影響と、invitroで得られた知見がHCV複製に与える影響を解析し、以
下の成果を得た。
1)NSSBがオ!ノゴマー化することを見い出し、Cm変異解析によりオリノゴマー
に必須な2残基は､活性中心より離れたRdRP活性に必須な2残基と一致した。
これはRdRP活性にオリゴマー化が必須であることを示した。
2)NS5BとNSSAの特異的結合を見い出し、NSSBの4配列とNS5Aの2つの
領域が相互作用に必要である。精製NS5Aは少量でRdRP活性を促進し、多量
でRdRP活性を阻害した。
3）我々は、ヌクレオ'ノンとNS5B相互作用を見い出し、2蛋白の相互作用領
域を限定した。この結合がNS5Bの細胞内局在に影響を与えた。
4)MILEHCVRNAレプリコン系を用いて解析した結果、RdRP活性に必須な
5アミノ酸残基がHCV複製に必須であった。
5)HCVRNAレプリコン系にNSSAのNS5B結合領域にCm或はPmを導入
した解析で、NSsB結合変異NSSAではHCV複製が起きず、NS5AとNS5Bと
の相互作用がHCV複製に必須であることを強く示唆した。
6）ヌクレオ1ノンとNSSBの相互作用の影響をHCVRNAレプリコン系で検討
した。ヌクレオ】ノン結合領域にCm或はPmを持つレプリコンは、HCV複製が
起きないか極端に低下していたoSiRNA法でヌクレオ}ノン発現が一時的に低下
した細胞では、HCV複製が1/3-l/4程度に低下した。
